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論 文 内 容 要 旨
第 一 章 序 論
コ レス テ ロー ル や 中性 脂 肪 は 難 水 溶 性 で あ るた め 、 蛋 白質 との複 合 体
で あ る リボ 蛋 白質 と して 血 中 を 輸 送 され 、細 胞 表 面 に存 在 す る レセ プ タ
ー に結 合 して 細 胞 内 に取 り込 ま れ 、 代 謝 され る。 主 要 コ レステ ロー ル 輸
送 体 で あ る 低 密度 リボ 蛋 白質(LDL)を 結 合 す るLDLレ セ プ ター(LDL
R)は 肝 臓 を は じめ 全 て の組 織 で 発 現 し、 ア ポB100と アポEを 有 す る リ
ボ 蛋 白質 を 共 に結 合 す るが 、 長 年 ア ポEに 特 異 的 な レセ プ ター の存 在 が
示 唆 され て きた 。 ア ポEに 特 異 的 な レセ プ タ ー と して 超 低 密 度 リボ蛋 白
質(VLDL)レ セ プ タ ー(V:LDLR)と ア ポEレ セ プタ ー2(ア ポER2)
が本 学 遺 伝 子 実 験 施 設 で見 つ け られ 、LDLRを 構 成 す る リガ ン ド結 合 ド
メ イ ン、EGF前 駆 体 相 同 ドメイ ン、0一 結 合 糖 ドメ イ ン、膜 貫 通 ドメイ
ン、細 胞 質 ドメイ ンの5つ の ドメ イ ンを共 有 す る こ とが 明 らか に され た 。
VLDLRは 脂 質 代 謝 の活 発 な心 臓 、筋 肉 、脂 肪 組 織 に高 く発 現 す る の に
対 し、 ア ポER2は 脳 に最 も 高 く発 現 す る 。VLDLRと アポER2は 同 一 の
構 造 と性質 を有 し、組 織 特 異 性 が異 な る レセ プ タ ー で 、 ア ポEを 有 す る
リボ蛋 白質 を筋 肉細 胞 や 脂 肪 細 胞 、神 経 細 胞 に供 給 して い る と考 え られ
て い る 。
LDLRに 異 常 を もつWHHLウ サ ギや 家 族 性 高 コ レス テ ロー ル 血 症 患 者
で は 、 ア ポEリ ボ 蛋 白質 は肝 臓 で正 常 に代 謝 され る 。VLDLR、 ア ポER2
は共 に肝 臓 で は発 現 して い な い た め 、肝 臓 に未 知 の ア ポEレ セ プ タ ー の
存 在 が 予想 され て きた 。 ま た 、 ジー ンター ゲ ッテ ィ ン グ によ り作 製 さ れ
たVLDLR欠 損 マ ウ ス の血 中 トリア シル グ リセ ロー ル 値 、 コ レ ス テ ロー
ル値 、 リボ 蛋 白質 プ ロ フ ァイル は共 に正 常 で 、VLDLRを 欠 損 す る ニ ワ
トリと異 な り繁 殖 も正 常 で あっ た。 これ らの現 象 よ り、複 数 の 未 知 の ア
ポEレ セ プ タ ー の存 在 が 予 想 され て い る。
未 知 の ア ポEレ セ プ タ ー はLDLR、VLDLR、 ア ポER2の リガ ン ド結合
ドメ イ ン を 共 有 す る と予 想 され る。 本 研 究 で は 、『3つの レセ プ タ ー の リ
ガ ン ド結 合 ドメイ ンに共 通 す る 配 列 をプ ロー ベ に してcDNAラ イ ブ ラ リ
ー をス ク リー ニ ン グ し、新 規LD:Lレ セ プ タ ー 類似 蛋 白質 、LRP105が 見
つ け られ た 。LRP105はLDLレ セ プ タ ー フ ァ ミ リー に共 通 の リガ ン ド結
合 ドメイ ン 繰 返 し配 列 を5個 もち 、肝 臓 に発 現 す る新 しい レセ プタ ー様
細 胞 膜 蛋 白 質 で 、 ヒ トLRP105遺 伝 子 は 第19番 染 色 体 の アポCI、CIIと
アポE遺 伝 子 か ら な る ク ラス タ ー の 近 傍 に位 置 す る事 が 明 らか にな った 。
LRP105は 構 造 的 に ア ポEを 結 合 す る と予想 され た が 、CHO細 胞 に発 現
させ たLRP105に ア ポE結 合 能 はな か った 。LRP105の 機 能 は不 明 で あ
るが 、LDLR、VLDLR、 ア ポER2と 構 造 的 に 類 似 し、 ア ポCI、CIIと ア
ポE遺 伝 子 か ら な る ク ラス ター の近 傍 に位 置 す る事 か ら リボ蛋 白質 代 謝
に関連 す る 可 能 性 が 示 され た。
本 要 旨 で はLRP105の 構 造 、発 現 、 リガ ン ド解 析 、 染色 体 位 置 に つ い
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て 述 べ る 。
第 二 章 ラ ッ トと ヒ トLRP105eDNAの 単 離
LDLR、VLDLR、 ア ポER2の リガ ン ド結 合 ドメ イ ンの共 通 な 配 列 を
基 にオ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ロー ベ を作 製 し、 ラ ッ ト肝 臓cDNAラ イ ブ ラ
リー を ス ク リー ニ ン グ した。200万 ク ロー ン よ り150個 の 陽性cDNAを
単 離 、解 析 す る事 に よ り新 規LDLレ セ プ タ ー 類 似 蛋 白質 、LRP105が 見
つ け られ た 。
ラ ッ トLRP105cDNAは 、 開始 コ ドンか ら2310bp、770ア ミ ノ酸 を
コー ドして い た(Fig.1)。 開 始 コ ドン(ATG)は 、 ① 翻 訳 フ レー ム の最 初 に
現 われ るATGで あ る こ と、 ②5'非 翻 訳 領 域 の 同 一 フ レーム 内 に 終 始 コ ド
ンが存 在 す る こ と、③ 前 後 の配 列 がkozakの 一 般 則(A/GXX△ 工9G)と 一
致 す る こ と か ら決 定 した 。
ヒ トLRP105cDNAは 、 ヒ ト肝 臓 に 由来 す るHepG2細 胞cDNAラ イ
ブ ラ リー 、75,000ク ロー ン の 中か ら単 離 さ れ た 。 ヒ トLRP105cDNA
の全 塩 基 配 列 を決 定 した結 果 、 ヒ トとラ ッ トのLRP105は93%の ア ミ ノ
酸 が 同 一 で あ る事 が 示 され た(Fig.2)。
LRP105は:LDLレ セ プ ター フ ァミ リー を構 成 す る シ ステ イ ンに富 む 繰
返 し配 列 を5個 有 して い た(Fig.3)。LRPlo5の ア ミ ノ酸 配 列 の親 疎 水 性
を解 析 した 結 果 、 疎 水 性 領 域 が2箇 所 見 つ け られ た(Fig.4)。 ア ミ ノ末 端
の 疎 水 性 領 域(30ア ミ ノ酸)は シ グ ナル 配 列 と、 内部 の疎 水 性 領 域(21ア
ミ ノ酸)は 膜 貫 通 ドメイ ン と予 想 され た 。
LRP105の 細 胞 外 ドメイ ンは5個 の繰 返 し 配 列 と2個 の非 繰 返 し配 列 か
ら構 成 され て い る。2個 の非 繰 返 し配 列 はLRP105に 特 異 的 で 、LDLレ
セ プ タ ー フ ァ ミ リー を含 め、 こ の部 分 と類 似 す る蛋 白質 はデ ー ター ベ ー
スで は見 つ け られ なか っ た。 非 繰 返 し配 列 は 疎 水 性 ア ミノ酸 で あ るLeu、
11e、Va1が 多 く存 在 す る のが 特 徴 で 、 興 味深 い 事 に細 胞 接 着 に重 要 な
RGD(Arg-Gly-Asp)配 列 が存 在 して い た(Fig.5)。
FISH(Fluorescence迦Li迦hybridization)に よ り ヒ トL箪P105の
染 色 体 位 置 を決 定 した 。LRP105遺 伝 子 は ヒ ト第19番 染 色 体 長 腕11-13
にマ ッ ピ ン グ され た(Fig.6)。 この領域 の 近傍 に は ア ポCI、CIIと アポE
遺 伝 子 か らな る ク ラス タ ー(19q13.2)が 位 置 し、 そ れ ぞ れ1型 高 脂 血 症 と
III型 高 脂 血 症 の原 因遺 伝 子 とな っ て い る 。従 って 、LRP105は これ らの
リボ蛋 白質 代 謝 異 常 と物理 的 に リ ンクす る事 が 示 さ れ た。
種 々 の 生 物 の ゲ ノ ミ ッ クDNAを 制 限酵 素Eco.RIで 消 化 し》 ヒ トLRP
105cDNAを プ ロー ベ に して 相 同性 の 高 いDNAを 検 出す る 条 件 でサ ザ
ン プ ロ ッテ ィ ン グ を行 な った(Fig.7)。LRP105遺 伝 子 は哺 乳類 の み な ら
ず 両 生 類 ま で検 出 され 、 種 を超 えて 高度 に保 存 さ れ る遺 伝 子 で あ る こ と
が 示 され た 。
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第 三 章LRP105mRNAの 組 織特 異 性 と抗LRP105抗 体 を用 い た解 析
ノザ ン プ ロ ッテ ィ ン グ に よ りLRP105mRNAの 組 織 特 異 性 を解 析 し
た。 ラ ッ トで は:LRP105は3.6kbと4.6kbのmRNAと して転 写 され 、
肝 臓 、脳 に 最 も高 く、 腎臓 、脂 肪 組 織 に も比較 的 高 く検 出 され た が 、 こ
れ らの組 織 以 外 に は検 出 さ れ な か っ た(Fig.8)。 抗LRP105抗 体 は105'
kDaの 蛋 白質 だ け を検 出す るた め 、2つ のLRP105mRNAは ポ リA付 加
の違 い に よ る もの と示 唆 され た 。 ヒ トLRP105は 主 と して3.Okbの
mRNAと して 転 写 さ れ 、 ラ ッ ト同様 に 肝 臓 と脳 に高 く検 出 され 、心 臓 、
骨 格 筋 、 精 巣 、 小 腸 に も検 出 さ れ た(Fig.9)。
LDLRは ステ ロー ル に よ り転 写 が抑 制 され 、細 胞 内 コ レス テ ロール プ
ー ル が 維 持 され て い る 。LDLRと 異な り、HepG2細 胞 のLRP105
mRNAの 発 現 は、LDLや β一VLDL添 加 に よ る 影 響 を受 けな い(Fig.10)。
この こと はLRPIO5が 肝 細 胞 内 の コ レス テ ロー ル プ ー ル の 維 持 に貢 献 し
て いな い こ とを示 唆 させ る 。
LRP105蛋 白質 の発 現 を解 析 す る 目的 で 抗LRP105ペ プチ ド抗 体 を作
製 した 。 抗LRP105ペ プチ ド抗 体 は 、 シ ステ イ ンに 富 む 繰 返 し配 列 の2
と3の 問 に存 在 す る17ア ミ ノ酸 を抗 原 と して 、 ウサ ギ に免 疫 す る こ とに
よ り作 製 した 。 免 疫 プ ロ ッテ ィ ング に は ラ ッ ト肝 臓 、脳 、 腎 臓 、脂 肪 組
織 と心 臓 の 膜 画 分(105,000×gの 沈 殿)300μgを 用 いた 。 抗LRP105
ペ プチ ド抗 体 は ラ ッ ト肝 臓 と腎 臓 の膜 画 分 に の み105kDaの 蛋 白質 を 検
出 し、 脳 に は検 出 しな か っ た(Fig.11)。105kDaの 蛋 白質 はHepG2細
胞 に も検 出 され 、 体 内で 肝 臓 に 主 と して 発 現 す る こ とが 示 唆 され た 。,
第 四 章LRP105の リガ ン ド特 異性
LRP105の 機 能 を解 析 す る 目的でLRP105cDNAにSRα プ ロモ ー ター
を結 合 させ た 発 現 プ ラ ス ミ ドを構 築 し、 動 物 細 胞 で の発 現 を行 な っ た 。
導 入 細 胞 に はLDLRが 欠損 したCHO(Chinesehamsterovary)細 胞 で
あ る辿 △7を 用 い 、発 現 プ ラス ミ ドを リン 酸 カル シ ウム 法 に よ り導 入 し
た 。
LRP105は 構 造 的 に ア ポEに 富 む リボ 蛋 白質 を結 合 す る こ とが予 想 さ
れ 、 アポEに 富 む β一VLDLの 細 胞 表 面 へ の結 合 能 、 取 り込 み 能 を測 定 し
た。 細 胞 表 面 へ の β一VLDLの 結 合 は 、1251一 β一VLDL(10μg/m1)を
LRP105発 現 細 胞 と共 に4℃ で培 養 し 、細 胞 に結 合 した放 射 能 を測 定 す
る こ とに よ り求 め た 。細 胞 内 へ の β一VLDLの 取 り込 み は、1251一 β一
VLDL(10μg/m1)をLRP105発 現 細 胞 と共 に37℃ で培 養 し 、細 胞 内 に
取 り込 ま れ た放 射 能 を測 定 す る こ と によ り求 め た 。VLDLR発 現 細 胞 が
有 意 に1251一 β一VLDLを 結 合 し取 り込 む の に対 し、:LRP105発 現 細 胞 は
バ ック グ ラ ン ドと変 わ りな か っ た(Fig.12)。 従 って 、LRPlo5は ア ポE
を認識 しな い 事 が 示 され た 。
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LDLR類 似 蛋 白質(LRP)、VLDLRと 結 合 す る 蛋 白質 と してreceptor
associatedprOtein(RAP)が 知 られ て い る 。RAPは:LRPと 共 に精 製 さ
れ る39kDaの 蛋 白質 で 、 レセ プ タ ー 輸 送 を担 う シ ャペ ロ ン と して 機 能 す
る と考 え られ て い る。1251-RAPと 発 現 細 胞 の膜 画 分50μgを 用 いて リ
ガ ン ドブ ロ ッ'ティ ング を行 な っ た 結 果 、LRP105はRAPを 結 合 しな い事
が 示 され た(Fig.13)。 従 っ てRAPの レセ プ タ ー へ の結 合 は リガ ン ド結 合
ドメイ ン繰 返 し配 列 で は な く、LRP105に 存 在 しな いEGF前 駆 体 相 同 ド
メイ ンで あ る こ とが 示 唆 され た 。
要 約
本研 究 で 新 規LDLレ セ プ タ ー 類似 蛋 白質 、LRP105を 見 つ け 、 以 下 の
事 を明 らか に した 。
1.LRP105は770ア ミ ノ酸 よ りな る細 胞 膜 一 回貫 通 型 蛋 白質 で 、 細 胞 外
ドメイ ン に はLDLレ セ プ タ ー フ ァミ リー に共 通 の シス テ イ ン に富 む繰
返 し配 列5個 とRGD配 列 を含 む 非 繰 返 し配 列2個 が存 在 した 。
2.LRP105遺 伝 子 は 哺 乳 類 のみ な らず 両 生 類 まで保 存 され 、 ヒ トLRP
105遺 伝 子 は ア ポCI、CII、 ア ポE遺 伝 子 の ク ラス タ ー(19q13.2)近 傍
の第19番 染 色体 長 腕11-13に マ ッ プ さ れ た 。
3.LRP105mRNAは 、 ラ ッ トと ヒ トの肝 臓 と脳 に 最 も高 く検:出 され た 。
H:epG2細 胞 のLRP105mRNAは 、 ス テ ロ ー ル によ る転 写 抑 制 を受 け
な い事 が 示 され た 。
4.抗LRP105ペ プチ ド抗 体 は、105kDaの 膜 蛋 白質 を肝 臓 で 最 も高 く検:
出 した 。
5.LRP105は ア ポEやRAP結 合 能 が な く、 ア ポE以 外 の 未 知 の リガ ン ド




























































































6CTG鵬CC冗CTCC《TAG⊂ ハCCT鵬CCA㏄T《GC触CCCATATACCGCGCTGAGGC八 でGTC冗CATG触CKごCC"ACACACAG触C肱CCハ ㏄CCTG↑TTATTT《C《GAC質 胃 ⊂T









































































DPHP :麟 とG灘 毛:ご灘,:、 灘1翻一
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論 文 審 査 結 果 要 旨
コ レステ ロールや中性脂肪は リボ蛋 白質 として血中を輸送 され,レ セプターを介 して細胞 内に取 り
込 まれ代謝 され る。 アポB100と アポEを 認識す る低密度 リボ蛋 白質 レセプター(LDLR)の 果 常は'
アポB100を 有す るLDLの 血中濃度 を増加 させ るが,ア ポEを もつ カイ ロミクロン レムナ ン トは正常
に代謝 され る。 アポ庖 特異的な レセプターと して超 低密 度 リボ蛋 白質 レセプター(VLDLR)と アポ
Eレ セプター2(ア ポER2)が 見つけ られたが,肝 臓に検出 されず,VLDLR,ア ポER2以 外 のアポ
Eレ セプターの存在が示唆 され てい る。
新 しいアポEレ セプ ターはLDLR,VLDLR,ア ポER2の リガ ン ド結合 ドメイ ンを共有す る と考 え ら
れ,3つ の レセプ ターの リガン ド結合 ドメイ ソにあ る共通す るプ ローベを用 い て,新 規LDLレ セ プ
ター類似蛋 白質(LRP105)cDNAを ラ ッ ト肝臓 より単離 した。ヒ トLRPIO5cDNAはHepG2細 胞 よ り
単離 され,ラ ヅトLRP105と93%の ア ミノ酸 が同一 である ことも示 された。LRP105は 細 胞 膜一 回貫
通型蛋 白質で 〆細胞外 ドメイ ンにはLDLRの リガ ソ ド結合 ドメイ ンを構成す る5つ の繰返 し配列 と,
2つ の非繰返 し配列 を持 っていた。蛍光 伽 ε伽 ハイブ リダイゼーシ ョンに よ り,ヒ トL:RP五〇5遺伝子
は第19番 染色体長腕 のアポCI,C皿,ア ポE遺 伝子か らな るクラス ター近傍に マ ッピングされ,リ
ボ蛋 白質代謝 との物理的 リンケージが示 された。種 々の動物 の遺伝 子解析 に よ り,LRP105遺 伝 子は
両生類 まで種 を超 えて高度に保存 され てい る ことが示 された。LRP105抗 体 とプ ローベを用 い た実験
か ら,LRP105は 主 として肝臓に発現 し,そ の転写は ステ ロール に よ り抑制 され ない ことが示 され
た。LRP105発 現細胞を樹立 し,ア ポEに 富む β一VLDLやreceptorassociatedproteinと の結 合実 験
を した結果,い つれの リガン ドも認識 しない事が示 された。 これ らの結 果 よ り,LRP105は 既知 の
LDLレ セプターファ ミリー蛋 白質 とは異な る機能 を もつ事 が示 された。
本研究 で,LDLレ セプターフ ァ ミリーの新 しい一員 であ るLRP105を 見つけ,そ の構 造,調 節を明
らかに した。LRP105の リガン ドは不明で あるが,本 研究 の成果 は重要で あ り,リ ボ蛋 白質研 究 に大
きな影響 を及ぼ した。 よって,審 査員一同は,本 論文提 出者 は博士(農 学)の 学位を受け るに値 する
と判定 した。
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